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SAMEI\N/ATTING
Elektronenmi\roskopisch onderzoek naar de kwaternaire struktuur van arthropoden-
hemocyanines.
Hemocyanines zijn de zuurstoftransporterende eiwitten in het bloed van bepaalde
arthropoden (geleedpotigen) en mollusken (weekdieren). Zuurstof wordt hier niet, zoals bij
hemoglobine gebonden aan een haem-groep, maar ÍurÍr koper: één molekuul zuurstof per
twee atomen koper. Dit veroorzaakt de blauwe kleur waaraan deze eiwitten hun naam
ontlenen.
Hemocyanines zijn grote eiwitmolekulen met een molekuulgewicht van 450.000 tot 9
miljoen, die zijn opgebouwd uit meerdere subeenheden. Reeds vele jaren heeft men
onderzoek gedaan naar deze gekompliceerde iwitten, met het doel inzicht te verweryen 1n
de relatie tussen de struktuur en de funktie ervan.
In dit proefschrift wordt een aantal elektronenmikroskopische onderzoeken beschreven
naar de kwatemaire struktuur (d.w.z. de ruimtelijke rangschikking van de subeenheden,l
van enkele arthropoden-hemocyanines (hoofdstukken 2-6).
Arthropoden-hemocyanines hebben een molekuulgewicht van 450.000 tot 3,3 miljoen en
zijn opgebouwd uit 1, 2,4,6 of 8 hexameren, aÍhankelijk van de diersoort. De hexameren
bestaan op hun beurt weer uit zes subeenheden met een molukuulgewicht van 75.000 die
elk twee koper-atomen bevatten (en dus één molekuul zuurstof kunnen binden).
De subecnheden van een arthropoden-hemocyanine zijn niet alle identiek. Afhankelijk van
een diersoort en de testmethode kan men er 3-15 verschillende onderscheiden. De
verschillen tussen de subeenheden berusten voornamelijk op verschillen in de
aminozuurvolgorde.Tr komen tot uiting in een verschillende rol van de diverse
subeenheden bij de assemblage van de hele molekulen en in verschillen in zuurstoÍbindings-
eigenschappen.
Voor de bepaling van de kwaternaire struktuur van arthropoden-hemocyanines zijn in de in
dit proefschrift beschreven onderzoeken twee verschillende technieken gebruikt. De eerste
is de immuno-elektronenmikroskopie. Hierbij worden de hemocyanine-molekulen
'gelabeld' met (delen van ) antilichamen tegen één bepaalde subeenheid. Vervolgens
worden deze gelabelde molekulen afgebeeld in de elektronen-mikroskoop. Uit de plaats
van het antilichaam op het hemocyanine-molekuul kan men vervolgens de positie van de
desbetreffende subeenheid in het molekuul afleiden.
Op deze manier zijn van twee 4 x 6-mere (= uit vier hexameren bestaande) hemocyanines
de posities van de afzonderlijke subeenheden i de molekulen bepaald, nametijk van het
hemocyanine uit de schorpioen Androcronus australis (hoofdstuk 2) en van dat uit de
vogelspin E ury p e hrw c al ifo r ni c wn (hoofdstuk 3).
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Androctonus hemocyanine bevat acht verschillende subeenheden, genummerd 2,3A,3B,
3C, 4,5A,5B en 6. De subeenheden 3C en 5E} vormen sarnen een dimeerdat subeenheid
1 wordt genoemd. Met behulp van lijn-immunoelektroforese kan worden vastgesteld at de
subeenheden 2,4,5A en 6 aan de buitenkant van het molekuul zijn gelegen, terwijl de
subeenheden 3A, 38, 3C en 58 meer inteme posities innemen. Labelen met behulp van
Fab-fragmenten (antigeen-bindende delen van antilichamen) levert vervolgens acht
karakteristieke labelingspatronen op (hoofdstuk 2: Figuur 6). Interpretatie van deze
elektronen-mikroskopische b elden resulteert in een model, waarin de positie van alle acht
subeenheden staat aangegeven (hoofdstuk 2: Figuur 8).
Het hemocyanine van de vogelspin bevat zeven verschillende subeenheden: a Vm g. Ook
deze zijn met behulp van immunoelekftonenmikroskopie in het molekuul gelokaliseerd.
Het model hiervoor staat weergegeven in hoofdstuk 3: Figuur 4.
De tweede techniek waarvan gebruik is gemaakt is de analyse van aperiodieke beelden met
behulp van de computer. Hierbij worden elektronenmikroskopische opnamen van
eiwitmolekulen in de computer ingelezen, opgelijnd met correlatietechnieken en gesorteerd
op aanzicht met behulp van een multivariate statistische techniek, de correspondentie-
analyse. Dit levert een aantal kategorieën deeltjes met gelijke aanzichten op. De deeltjes
binnen een kategorie worden gemiddeld, waardoor een verbetering van de signaal: ruis-
verhouding van de beelden wordt verkregen. Hierdoor is een meer gedetailleerde interpre-
tatie van de beelden mogelijk.
Enkele toepassingen van deze beeldverwerkingstechniek bij de bestudering van de
kwatemaire struktuur van arthropoden hemocyanines taan beschreven in de hoofdstukken
4-6. In hoofdstuk 4 worden drie 4 x 6-mere hemocyanines vergeleken, te weten
hemocyanine van de schorpioen Androctonrn australis, van de vogelsprn Eurypelma
californicwn en de halve hemocyanine-molekulen van de degenkrab Limulw polyphzmw.
Uit een eerste toepassing van de correspondentie-analyse bij de bestudering van eiwit-
molekulen was reeds door Van Heel en Frank gevonden dat de struktuur van halve
Limulus hemocyanine-molekulen twee karakteristieke kenmerken vertoont: het 'flipflop'-
gedrag, ofwel verschil in aanzicht ussen onder- en bovenkant van de molekulen; en het
'rocking'-gedrag, veroorzaakt doordat de molekulen niet vlak zijn. Bij de lokalisering van
de subeenheden r Androctonw en Eurypelma hemocyanine (hoofdstukken 2 en 3) was,
op grond van de grote overeenkomst in elektronenmikroskopische b elden (zie bijvoor-
beeld hoofdstuk 2: Figuur 1 en hoofdstuk 3: Figuur l), aangenomen dat de struktuur van
deze beide eitwitten gelijk is aan die van de halve molekulen van Limulus hemocyanine.
Vergelijking van elekffonenmikroskopische opnames van deze drie hemocyanines met
behulp van correspondentie-analyse toonde aan dat deze veronderstelling juist was. Ook
Androctoruts en Eurypelma hemocyanine vertonen 'flip-flop'- en 'rocking'-gedrag.
In hoofdstuk 5 wordt de bepaling van de struktuur van het 8 x 6-mere hemocyanine van de
degenkrab Limulus polyphemusbescYreven. Hierbij is naast de beeldverwerkingstechniek
ook gebruik gemaakt van een door Van Heel ontwikkelde procedure om in de computer
driedimensionale dichtheidsmodellen van arthropoden-hemocyanines t  genereren.
Uitgangspunt daarbij is de elektronendichtheidsverdeling van het 1 x 6-mere hemocyanine
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van de langoest Panulirw interruptus, zoals die door Hol et al. met róntgendiffractie is
bepaald. Correspondentie-analyse van alle aanzichten van Limulus hemocyanine leverde
vier kategorieën op: a) eerste type pentagonale, b) rechthoekige, c) lclisvormige en d)
tweede type pentagonale aanzichten. Op basis van een interpretatie van het eerste type
pentagonale aanzicht is een elekftonendichtheidsmodel van Límultr hemocyanine
opgesteld dat een verklaring geeft voor alle vier kategorieën aanzichten. In het model liggen
de twee 4 x 6-mere helften met de flip-kanten naar elkaar toe boven elkaar; de afstand
tussen de beide helften bedraagt 11,1+ 0,4 nm en de 'staggering'-hoek is 42o (hoofdstuk 5:
Figuur 11, 12).
Tenslotte komt in hoofdstuk 6 de bepaling van de struktuur van een geheel ander
hemocyanine aan bod, namelijk van het 2 x 6-mere hemocyanine van de bidsprinkhaan-
kreeft Squilla nantis. Dit eiwit, waarvan de struktuur sterk afwijkt van andere 2 x 6-mere
hemocyanines, laat in de elektronenmikroskoop drie verschillende aanzichten zien, fwee
zijaanzichten en een bovenaanzicht (hoofdstuk 6: Figuur 1). Op grond van de resultaten
van de beeldverwerking van deze aanzichten is een model opgesteld van de struktuur van
dit hemocyanine. In dit model (hoofdstuk 6: Figuur 6) liggen de twee hexameren zcd;anig
dat ze elkaar tot ongeveer 60Vo van hun diameter overlappen. Bij het kontakt tussen de
hexameren zijn vier subeenheden (twee uit elk hexameer) betrokken.
Het proefschrift wordt afgesloten met een koÍe nabeschouwing (hoofdstuk 7).
99!
's0('
100
